
 

  

                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ａ．研究目的 

当施設では、現在、肝臓移植の原疾患の

約 50%はＣ型ウイルス（HCV）性肝硬変が占

めているが、術後 HCV ウイルスの再感染は

必発であり高率に肝硬変へ移行する。 

肝移植後には免疫抑制療法のため獲得免

疫である T/B 細胞の応答が抑制される。一

方、ウイルス、細菌や腫瘍に対する自然免

疫応答を司るマクロファージ、樹状細胞、

Natural Killer(NK)細胞は、免疫抑制剤の 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

影響を受けにくい。特に NK 細胞は、カル

シニューリン抑制薬の使用下においても、

抗腫瘍活性や Interferon(IFN)産生能を維

持する。しかし、肝硬変・肝臓がんの患者

では NK 細胞の量・機能ともに低下している

ことが報告されている。我々は、HCV 合併

HCC での肝移植症例に対し、未成熟 natural 

killer（NK）細胞を活性化させ移入する養

子療法を臨床導入し、癌再発の有意な低下

HCV制御に関わるNK細胞機能分子の解析 
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とウイルス量の減少を認めた。 

しかし、NK 療法後の抗 HCV 効果は、個人差

によるばらつきが大きく、本研究ではレシ

ピエントの IL-28B SNP がそれに関与するか

否かを解析した。また、肝臓内に豊富に存

在する NK 細胞の存在比率および機能が移植

後の HCV ウイルス感染抑制に寄与するか否

かを確認するため、肝移植のレシピエント

およびドナーの肝内 NK 細胞の表面マーカー

の検索を行い、術後の HCV ウイルス量の変

化との関係を解析し、NK 細胞が HCV 増幅抑

制に関与するメカニズムを in vitro で評

価した。 

NK 細胞は腫瘍細胞上の特定抗原や液性因

子によって活性化が促進あるいは抑制され

る。しかし、HCV 感染 HCC から NK 細胞に如

何なるシグナルが伝達されるかは明らかで

はない上、HCV 感染 HCC 合併動物モデルは

これまでに存在しない。そこで、ヒト肝臓

癌生着マウスモデルとして、ヒト肝細胞キ

メラマウスの有用性について検討した。 

Ｂ．研究方法 

1．肝臓移植レシピエントの IL-28B SNP と

術後血清 HCV ウイルス量の解析 

 2006 年 1 月から 2012 年 9 月までに広島

大学病院で施行した C 型肝硬変を原疾患と

し同意の得られた 37 例の肝移植症例レシピ

エントを対象とした。このうち、NK 療法施

行群は 14 例、コントロール症例（NK 療法

非施行群）23 例であった。術後の血清中

HCV-RNA 量の推移と IL-28B SNP 変異の関係

を解析した。 

 

2．肝臓内 NK 細胞フェノタイプ解析 

 広島大学病院で施行した C 型肝硬変を原

疾患とし、同意の得られた肝移植症例を対

象とした。レシピエント 13 例、健常人コン

トロールとしてドナー9 例を対象に肝臓内

リンパ球として摘出肝の臓器灌流液、およ

び、末梢血中の NK 細胞を中心とするリンパ

球関連マーカーをフローサイトメトリーで

解析し、肝予備能と NK 細胞表面分子の関連

について検討を行った。肝予備能は Child-

Pugh を用いて比較的良好な A、B 群と予備

能が低下した C 群の 2 群に分類した。ま

た、肝移植術後の血清中 HCV-RNA 量の推移

との関連性について解析した。 

 

3． HCV レプリコン細胞を用いた NK 細胞に

よる HCV 複製抑制効果解析 



 

 広島大学病院で施行し、同意を得られた

肝移植ドナー９例の摘出肝の臓器灌流液に

含まれる肝臓内単核球を用いた。NK 細胞は

NK cell isolation Kit を用い、磁気ソー

ティング法で分離した。NK 細胞の HCV ウイ

ルス増幅抑制効果について、HCV レプリコ

ン保持肝細胞株(Huh-7)を Target cell とし

て in vitro replicon assay system で評価

した。E:T ratio=4:1、Recombinant human 

IL-2（25IU/ml）の存在下で、肝臓内 NK 細

胞と HCV レプリコン保持肝細胞株を共培養

し、48 時間後の HCV レプリコン細胞のルシ

フェラーゼ活性をルミノメーターで測定し

た。また、培養上清中のサイトカインを

CBA assay 法で測定した。 

 

4．肝臓内 NK 細胞の NKp46 分子の HCV 抑制

能評価 

 肝局在 NK 細胞の活性化因子である NKp46

表出強度は個体差に富む。また、ドナー肝

グラフト内の NKp46bright細胞高含有率は肝移

植術後１週間におけるレシピエント血中

HCV-RNA 値の低下と関連していた。そこ

で、anti-NKp46 ブロッキング抗体によって

HCV 増幅抑制能が減弱するか否かを検討し

た。さらに、NK 細胞の他の活性化分子であ

り HCV 感染との関連が報告されている

NKp30、NKG2D についても同様の検討を行っ

た。 

 

5．肝癌合併 C 型肝炎ウイルス感染ヒト肝細

胞キメラマウスモデル作製 

フェニックスバイオ社のヒト肝細胞キメ

ラマウス（14～16 週齢）を用い、ヒト肝細

胞癌株（Huh7）を 0.25×106、0.5×106、

1.0×106 cells/マウスの割合で、経門脈的

に注入した。また、マウスの NK 細胞による

細胞傷害性の可能性を考慮し、癌細胞の移

入前日に抗アシアロ GM1 投与群も合わせて

検討した。判定は、血清中のヒトアルファ

フェトプロテイン（hAFP）値、アルブミン

量を ELISA で解析した。また、癌移入後 14

日目における肝臓内の腫瘍の生着を組織学

的に検索した。 

 

Ｃ．研究結果 

1. 肝臓移植レシピエントの IL-28B SNP と

術後血清 HCV ウイルス量の解析 

広島大学病院で施行した、肝移植後活性

化 NK 細胞療法を実施し、術後の HCV の抑制



 

効果について報告した。しかし、NK 療法後

の抗 HCV 効果には個体差を認めており、NK

療法の効果にレシピエントの IL-28B            

SNP が関与しているか否かを解析した。そ

の結果、NK 療法を行っていない群では、肝

移植後の血清 HCV-RNA 値の推移において、

TT グループが TG/GG にくらべやや低い傾向

にあった（図１）。 

 

図１．肝移植術後HCV-RNA値の経時推移
（NK療法非施行群、TG/GG vs TT）
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(Log IU/ml)

移植後経過

 

NK 療法実施群では、TT 群で有意に術後の

ウイルス量が抑制されていることがわかっ

た。さらに、TT 症例 8 例のうち、3 例に術

後ウイルスの消失を認めたが、TG/GG 群で

は消失症例は認めなかった（図２）。以上

のことから、宿主であるレシピエントの

IL-28B SNP の違いによって NK 細胞療法の

効果に違いがある可能性が示唆された。 

 

図２．肝移植術後HCV-RNA値の経時推移
（NK療法施行群、TG/GG vs TT）
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2．肝臓内 NK 細胞フェノタイプ解析 

 レシピエントおよびドナーの末梢血と肝

灌流液中のリンパ球解析はフローサイトメ

トリーで実施した。項目は、 Natural 

Killer 細胞の表面抗原(CD3, CD56)ととも

に活性化因子（NKp30,44,46,NKG2D）、抑制

性受容体（CD158a, CD158b）、アポトーシ

ス誘導分子（Fas-L, TRAIL）、IL-2 レセプ

ター（CD25, CD122）等の表出について評価

した。その結果、末梢血 NK 細胞では、レシ

ピエントとドナー間で有意な差は認めなか

ったが、肝内 NK 細胞において、活性化因子

である NKp46 と NKG2D の表出が、健常ドナ

ーにくらべ低下しており、またレシピエン

トの肝予備能の低下に伴って減少すること

を確認した。さらに、ドナー肝の NKp46 の

発現強度と肝移植後レシピエントの血清中

HCV-RNA 量との関係を確認すると、NKp46 強

発現ドナー肝を移植されたレシピエントで



 

は、術後 1 週間目に HCV ウイルス量が発現

ドナー肝を移植されたレシピエントに比べ

抑制されていた。しかし、この差は術後経

過とともに消失していることから、ドナー

肝 NK 細胞上の NKp46 分子は、肝移植術後早

期 に お け る ウ イ ル ス の entry や

replication の抑制に関連する可能性が考

えられた（図３）。 
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図３．ドナー肝グラフト内のNKp46発現は術後早期のHCVウイルス
再感染に影響する可能性がある  

3. HCV レプリコン細胞を用いた NK 細胞に

よる HCV 複製抑制効果解析 

 フローサイトメトリーによるNK細胞の

NKp46の表出とHCVレプリコン細胞のルシフ

ェラーゼ活性抑制能との関係を解析した結

果、NKp46 bright細胞の存在比率が高いほどル

シフェラーゼ活性抑制率も高く、両者には

正の相関を認めた(図４) 。 

         

図４．肝内ＮＫ細胞のHCV増殖抑制能は
NKp46bright 分画比率と最もよく相関した

 

また、48時間後の培養上清中に存在する

サイトカインをCBAアッセイにより評価し

た。その結果、IFN-γ産生とルシフェラー

ゼ活性抑制率は有意差をもって関連してい

ることがわかった（図５）。 

図５. ＨＣＶ増殖抑制能はIFN-γ産生能と
相関を認めた

 

4．肝臓内NK細胞のHCV抑制能に関わる機能

分子の解明 

 HCVのウイルス増幅抑制にNK細胞のNKp46

分子の直接関与を確認するため、in vitro 

replicon assayに抗ヒトNKp46モノクローナ

ル抗体を添加した。また、その他のHCV抑制



 

にかかわる活性化分子としてNKp30やNKG2D

についても同様のブロッキングアッセイを

行った。その結果、各抗体の添加により、

ルシフェラーゼ活性抑制能の解除を認めた

（図６）。さらに、NKp46とその他の分子と

の相乗効果を検討し、NKG2Dとのコンビネー

ションにおいて有意な抑制の解除を示した

（図７）。 
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図６． Blocking抗体投与によりHCV増殖抑制能は有意に抑制された  

Blocking experiment  
- agents combination -

n = 9
図７． 抗NKp46抗体と抗NKG2D抗体は
HCV増殖抑制能に対して相乗的に作用した  

 

5．肝癌合併C型肝炎ウイルス感染ヒト肝細

胞キメラマウスモデル作製 

Huh7はAFP産生のヒト肝臓癌株である。そ

こで、Huh7移入前と、移入後7、14日目にお

ける血清中のhAFP値をHOPE LABORATORIES社

のMICROWELL ELISAキットを用いて測定し

た。その結果、正常ヒト肝細胞で置換した

ヒト肝細胞キメラマウスは、hAFPの産生を

認めなかったが、1.0×106 cellsのHuh7を

移入した群では、全例において14日目の

hAFPの増加を認めた（図８）。そのうち、

14日目において高値（300ng/ml）を呈した

マウスは、組織学的にも肝臓内への腫瘍の

生着を認めた（図９）。 
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図1．Huh-7移入前後における血中hAFP値の推移
（ ：1×106cells,           ：0.5×106cells, ：0.25×106cells) 
図8
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図９．Huh-7移入14日における肝組織（HE染色 ｘ10倍）
 

 

Ｄ．考察 

一般的に、NK 細胞は抗原刺激を必要とせ

ずウイルス感染細胞や腫瘍細胞を破壊する

と考えられている。その機構において、ヒ

ト NK 細胞に最も多い促進性受容体である

NKp46 が重要な役割を果たす事が明らかと

なりつつある。ここでは NK 細胞が HCV の肝

細胞内 replication を抑制する過程におい

て、NKp46 による認識を必要とする事を明

らかとした。 

 NK 細胞の NKp46 の表出強度は、宿主の肝

予備能と深く関連する事も示された。この

関連は、HCV 感染／非感染を問わず、ウイ

ルス因子以外の制御機構が存在する事が示

唆された。一方で、ドナー肝 NK 細胞移入レ

シピエントにおいて IL-28B SNP と移植後早

期の HCV RNA 量に有意な関連が確認され

た。今後、IL-28B SNP と肝内在 NK 細胞の

NKp46 表出強度との間に、何らかの関連が

あるか否か、興味が持たれる。 

 本研究では、肝癌合併 C 型肝炎ウイルス

感染ヒト肝細胞キメラマウスモデルが作製

された。今後、NK 細胞を用いた抗腫瘍療法

・抗 HCV 療法において、肝癌細胞の存在が

NK 細胞の NKp46 表出強度および機能に如何

に影響するかを解析する予定である。 

 

Ｅ．結論 

肝臓移植後のレシピエントの HCV 再感染



 

およびその抑制には、グラフト肝内の NK 細

胞の NKp46 の表出強度が移植後の HCV 増幅

と深く関わり、HCV 抑制機構には NK 細胞の

IFN-γ産生に依存することが明らかとなっ

た。 
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